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November 17, 1993/pl 

* 

Our re fer e nc e: 7865 



EPOTHELONE DERIVATIVES AND THEIR USE 

The present invention concerns general fpothilo 11 * derivatives and their use lor die produc- 
tion of drugs. Especially, the present invention is concerned with the preparation of 
epothflone derivatives according to the general Formulas 1 to 7 given below, as well as with 
their use for the production of therapeutic agents and agents tor plant protecti on . 
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In the above Formulas 1 to 7, the symbols have the following meanings : 

R = H, C M -alkyl; 

R 1 , R», R>, R 4 , R J =» H, C^alkyl, 

C^acyl-benzoyl, 

C M -trialkylsilyl, 

benzyl, 

phenyl, 

C t4 -alkoxy-, 

Cs-allcyl-, hydroxy and halogen-substituted benzyl or phenyl; 
also, two of the groups R 1 to R 3 may be combined to form the grouping <<CHj) B - with n ■ 1 
to 6 and the alkyl or acyl groups contained in the groups axe either straight-chain or branched 
groups. 

In Formula 1. X and Y are either identical or different and can stand for halogens, OH, O- 
(C^-acyl, 0-(C,^)-alkyl, O-benzoyl. 

In Formula 3, X generally stands for -C(OK -C(S)-, -S(OX -CR l R J -, where R 1 and R a have 
the meaning given above and -SiR,-, where R has the meaning given above. 

In Formula 4. X stands for oxygen, NOR 3 . N-NR 4 R 5 , and N-NHCONR*R 5 , where the 
groups R J to R s have the meaning given above. 

In Formula 5, X stands for hydrogen, Q., r alryl, C,. ir acyl, benzyl, benzoyl and cmnamoyl. 

Compounds according to general Formula 1 are accessible starting from epothilone A and B, 
as well as from their 3-0- and/or 7-O-protected derivatives by opening the 12,13-epoxide. 
When hydrogen halides are used for this purpose in a preferred nonaqueous solvent, the 
halohydrmj X - Hal, Y = OH and Y - OH, Y - Hal are obtained. Protonic acids, for 
example, toluenesulfomc acid and trichloroacetic acid, lead to 12,13-diols in the presence of 
water and then these are acylated subsequently according to standard methods (for example, 
. with carboxylic acid anhydrides and pyridine or triethylamine/DMAP) or are alkylated (alkyl 
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halides and silver oxide). For this purpose, the 3- and 7-hydroxy groups can be protected 
temporarily as the formate (cleaved with NH*/MeOH) or p-methoxy benzyl et her (cleaved 
withDDQ). 

Compounds according to general Formula 2 are obtainable from epothilone A and B as well 
as from their 3-0- and/or 7-O-protected derivatives by reduction, for example, with NaBH* 
in methanol. If the 3 -OH and/or 7-OH groups are protected reversibly during this process, 
after acylation or aDcylation, and removal of the protecting groups, 5-O-monosubstituted, 3,5- 
or 5,7-O-disubstituted derivatives according to general Formula 2 can be obtained. 

Reactions of epothilone A and B with Afunctional electrophilic reagents, such as (thio)phos- 
gene, (thio)carbonyldimidazole [sic], thionyl chloride or dialkylsilyl dichloridcs or bistriflates 
give compounds having general Formula 3. The bases used as aids here can be pyridine, 
trialkylamine. optionally together with DMAP or 2,6-lutidine in an aptotic solvent The 3,7- 
acetals having general Formula 3 are formed by transacetalization, for example, of dimethyl* 
acetals, in the presence of an acidic catalyst. 

Compounds according to general Formula 4, obtained from epothilone A and B or from 
their 3-0- and/or 7-O-protected derivatives by ozonolysis and reductive processing, for 
example, with dimethyl sulfide. The C-16 ketones can then be converted to the oximes, 
bydrazones or semicarbazones according to standard methods known to die expert in the 
field. Furthermore, they are converted into C-167C-17 olefins by the Whtig, Whtig-Horner, 
Julia or Petersen olefination method. 

The 16-hydroxy derivatives according to general Formula 5 are obtainable by reduction of 
the C-16 keto group, for example, with »inmfi«Tn hydride or borohydride. When die 3-OH 
and 7-OH groups are protected correspondingly, they can be acylated or alkylated selective- 
ly. The liberation of the 3-OH- and 7-OH groups is done, for example, with NHj/MeOH in 
the case of O-formyl and with DDQ in the case of O-p-methoxytenzyt 

The compounds having general Formula 6 are obtained from derivatives of epothilone A and 
B in which the 7-OH group is protected by acyl or ether groups, in which the 3-OH group 
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is, for example, formylated, mesylaied or tosylated and then eliminated by treatment with a 
base, for example. DBU. The 7-OH group can be liberated as described above. 

Compounds having general Formula 7 are obtained from epothilone A and B or from their 
3 -OH- and 7-OH-protected derivatives by basic hydrolysis, for example, with NaOH in 
MeOH. After protection of the 19-OH group, the carboxyl group can be convened to the 
ester by alkylation with diazoaUcanes. 

Furthermore, the invention is concerned with means for plant protection in agriculture, 
forestry and/or gardening, consisting of one or several of the epothilone derivatives described 
above or consisting of one or several of the epothilone derivatives described above in 
addition to one or several of the usual carrierts) and/or diluents). 

Finally, the invention is concerned with therapeutic agents, consisting of one or several of 
the compounds listed above or of one or several of the compounds listed above in addition to 
one or several of the usual carriers) and/or dOuentCs). These agents can exhibit especially 
cytotoxic activities and/or cause immune suppression, so that they can especially preferably 
be used as cytostatic agents. 

The invention is explained further and described by the description of a few selected practical 
examples. 

Examples 

Translator's note: In the infrared spectra in the examples, the general English abbrevi- 
ations are used, i.o.w.ts, b, etc, except for Sen = shoulder and ny - » (no) 
Also, the abbreviation Ig stands for log. 
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Compound la 

20 mg (0.041 mmole) of epothilone A is dissolved m l mL of acetone, with 50 /iL (0.649 
mmole) of trifhioroacetic acid is added and the mixture is stirred overnight at 50°C. For 
work-up. the reaction mixture is treated with 1 Mpfl 7 phosphate buffer and the aqueous 
phase is extracted four times with ethyl acetate. The combined organic phases are washed 
with saturated sodium chloride solution, dried over sodium sulfate and the solvent is 
removed. The purification of the crude product is done with the aid of preparative layer- 
chromatography (solvent: dichlorometbanc/acetone, 85:15). 

Yield: 4 mg (19%) isomer I 
4 mg (19%) isomer II 

Isomer I 

fl, fdi^proniethaTieMnniff, ftriD: 0.46 

IB (Film) ; 9 « 3440 <a* bV 'tich) , 2946 (a, Seh). 1734 

(Va), 1686 (^., 1456 (a) , 1375 (w) . 1256 
la, Sch), 1190 (w, b, Sch), 1071 (n, 
Seh) o; JB9A ;.(W^. 735 (w) cm' 1 . 

M8 (7Q/tQ'dv\r ■/•''(%) ^^if(4'^ (47), 306 

(32), 206 (30). 181 (40), 166 
v ■ :p0'20'ti&9 (100) , 113 (19). 71 

- (13) 7 ; i57 (24.) . 43 (24) . 

ffighjaaoiUBfln: C,AANS calculated: 493.2498 for [M-H,Or 

found: 493.2478 



8 



411 



DE 195 42 986.9 

Isomer n 

H (dichlommp**«a«*/a<— f^uft ft^l^y 0.22 

IB. fFtlm) i 0 » 3484 (a, b, S^) , 2942 (va, Sch) . 1727 

(vs), 157j)ii^:14S6:{«), 1380 (in), 1265 
(s) , U)90t (w)^069t: (m) ,975 (w) , cm' 1 . 

IS (?OV79 jV)? ra/e (%) a 1 493: •(n4(M-II 1 0r) # 394 (12), 306 

'ttftV^if (37) , 181 (63), 166 (99), 

1*1 Tim, iii (2D , 71 (23), 57 

(33), 4J-J28). 

High resolution: CJi^JiS calculated: 493.2498 for [M-I^Or 

found: '> 493.2475 

Compound lb 

Epothilone A, 55 mg (0.111 mmole), is dissolved in 0.5 mL of tetrahydrofuran, 0.5 mL of 1 
N hydrochloric acid is added and the mixture is stored for 30 minutes at room temperature. 
Then 1 N phosphate buffer of pH 7 is added and the aqueous phase is extracted four times 
with ethyl acetate. The combined organic phases are washed with saturated sodium chloride 
solution, dried over sodium sulfate and the solvent is removed. The purification of the crude 
product is done with the aid of preparative layer chromatography (solvent: dichloro- 
methane/methanol, 90:10). 

Yield lc: 19 mg (32%). 
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B< rdiehlnmmgAatieMythannI OA' \QY 0.46 

9 » 3441 (a, fcr^Sch), 2948 (s, Sen). 172S 
(v», :sch)i 1462 (»>, 1381 (w) , 1265 (m) . 

11S4 (^.■^^■im^..xSdh)cm' 1 .- 

m/e (*) • ^ : *'ia$K^|k.:Mj^. 494; (10) , 342 (38), 
.-• 3 : 0>K&/l94 : (32*, 164 (100), 140 
Oil, &13 (IS), 57 (16). 

High BSgfaatan: CjjHwOjClNS calculated: S29.2265 for [M*], 

found; 529.2280 

Compound lc 

12-Chlcro-13-hydroxy-epcmilone A (lb), 25 mg (0,047 mmole), is dissolved in 1 mL of 
dichloromcthane, and then 29 mg (0.235 mmole) of dhnetbylarninopyridme, 151 nL (1.081 
mmole) of trietbylarnine and 20 nL (0.517 mmole) of 98% formic acid axe added. The 
reaction mixture is cooled with ice/sodium chloride. After reaching -15 "C, 40 /iL (0.423 
mmole) of acetic anhydride is added to the reaction mixture, followed by stirring for 70 
minutes at -15 °C. Since the thin-layer chromatogram did not show complete conversion, 
another 6 mg (0.047 mmole) of dhnemylammopyridine, 7 iiL (0.047 mmole) of triethyl- 
anrine, 2 pL of 98% formic add (0.047 mmole) and 4 pL (0.047 mmole) of acetic anhydride 
are added to the reaction mixture, followed by stirring for 60 minutes. 

For work-up, the reaction mixture is heated to roam temperature, 1 M phosphate buffer with 
pH 7 is added and the aqueous phase is extracted tour times with ethyl acetate. The 
combi ned organic phases are washed with saturated sodium chloride solution, dried over 
sodium sulfate and the solvent is removed. - 

The puri fication of the crude product is done with the aid of preparative layer chromatogra- 
phy (solvent: dichloromemane/acetone, 90s 10). 
Yield: 5 mg (18%). 
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90-10^ : 0.67; 



a 3497 (w f t)v Scb), 2940 {s, b, Scfa) , 1725 

(vs), i46i;im;:'ibV Sch), 1379 (a), 1265 
Uli 12i3r : ta) ^ 1175 : (va), 972 (a, b. 
Sen), 7^ (s)i a^. 

MS (20/70 eVI ; m/a (%) » 613 (9 (If J), 567 (43), 472 (63), 

382 (23>v 352 (21). 164 (100), 

IK :(3li> 96 (3D, 69 (17), 44 

W)-.r i . ■ . ■• 

High rMolurion: QAoO^SQ calculation: 613.2112 for [M + ] 

found: 613.2131 

Compound Id 

10 mg (0.020 mmole) of epothilone B is dissolved in 0.5 mL of tetrahydroraran, then 0.5 
mT of 1 N hydrochloric acid is added and die mixture stirred for 30 minutes at room 
temperature. Tien 1 M phosphate buffer at pH 7 is added and the aqueous phase is 
extracted 4 timet with ethyl acetate. The combined organic phases are washed with saturated 
sodium chloride solution, dried over sodium sulfate and the solvent is removed. 



The purification of the crude product is done with die aid of preparative layer chromatogra- 
phy (solvent: dichloromethane/acetone, 85:15); 
Yield: lmg(9%) 
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MS (2*770 «VU a/e (%) .. >4%t2Lairi ) . 507 (14), 320 (19), 

. ,:23.4^(aa, 194 (17), 182 (23), 164 
U0b),;i:140 (22); 113 (14), 71 
(13).! 

» 

High BWlwtioq: Crfl*OJiSCl calculated: 543.2421 for [M + J 

found: 543.2405 

Compound 2a 

Epotbilone A, 100 mg (0.203 mmole), if dissolved in 4 ml of tetuhydrofuran/l M phos- 
phate buffer. pH 7 (1:1) and sodium borohydride (150 mg - 3.965 mmole) is added until 
die thin-layer chramatogram shows that the starting material reacted completely. Then die 
mixture is diluted with 1 M phosphate buffer, pH 7 and the aqueous phase is extracted four 
times with ethyl acetate. The combined organic phases are washed with saturated sodium 
chloride solution, dried over sodium sulfate and the solvent is removed. 

The purification of the crude product is done by silica gel chromatography (solvent: 
dichloromethane/acetone, 95:5 - in 5 steps to HfrJ»i nin»ni»ih«w»/n«v»tnn » 85:15). 
Yield: (20%) ••••»• 
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R.michlonmertiane/acefnnw 75-XSt: 0.27 

IR (Ftln)T?^- ■« « 3to*«il>i,?ifth) < 2965 (vs. Sea) , 1734 

(V3) siiS^i? b, Sen) , i383 (a, Sen) , 
1264 (a'V bV%eh), 1184 (a, b, Sch), 1059 
(a, Scij ; .v; ; 9#: ; (s); 885 (w} ( 737 (a) ca' 

M5 (20/70 Wi m/e (%) = ; : 4S5 "IfJlM-J ) , \477 (8), 452 (12), 

394;^;k 364 (16) , 306 (49), 194 
(i9 j $78 (35|v 164 (100), 140 
fl?K ; 'ft- Cai) t 55 (27). 

ffleh maahaifln: C M H. 1 0 6 NS calculated:: 4W.2655 for [M*] 

found: 493.2623 

Compound 3a-d (a-d are stereoisomers) 

Epothilone, 100 mg (0.203 mmole) is dissolved in 3 mL of pyridine, with SO pL (0.686 
mmo le) of thionyl chloride added and die mixture is stirred for 15 minutes at room tempera* 
aire. Then. 1 M phosphate buffer. pH 7, Is added and the aqueous phase is extracted four 
rime* with ethyl acetate. The combined organic phases are washed with saturated sodium 
chloride solution, dried over sodium sulfate and the solvent is removed. The purification of 
die crude product and separation of the four stereoisomers 3a-d is done with the aid of 
preparative layer chromatography (solvent: totaene/xnethanol, 90:10). 

Compound 3a 
Yield : 4mg(12%) 
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ir (gll^r 0 3 2961 (or 6i fSchi;. 1742 (vel. 1701 (va) , 

• 1465' (ra : , Sehifr : Ili$89 (m. Seh) , 1238 (a, 
Sch), 1210 (va i: .Sch), 1011 (a, Sch), 957 
(a, b, Schlv/JBO^jim, Sch), 768 (a, Sch) em' 

ttv mathanalLs Aw (Ig e) » 210 (4.50), 248 (4.35) ma. 

MS (20/70 aVl ; m/e (%) « 539 nfe ) < «7 (22), 362 (16), 

316: (27) , 222 (30), 178 (30), 164 
(100)^451 (43), 96 (38), 69 (29). 
55 <2fJ;i 43 (20) . 

High resolution: CmUjANSj calculated: 539.2011 for [M + ] 

Compound 3b 

Yield : 14mg(13%) 



™ tvi\m) t a • 2963 (a, br, Sch), 1740 (va), 1703 (a), 

1510 (w.)r t V464 ,*(», br, Sch), 1389 (m, Sch), 
1240 (f.^;:Sdfe), 1142 ID, 1076 (v) , 1037 
(w), 100i?.(»K^?45 (a, br,.Sch), 806 (m, 
Sch) , 775 ;(*)>: 337 (a), cm*', 

™ ^.n^ A_ da €)> 2il?|.16) , 250 (4.081 nm. 

' ' 30^167), 222;. (161, 206 (17) , 194 

* (191, 178 (32), 164 (100), 151 
(33) , i 125 km , I" < lS) ' 96 
(39) fen 64 <5 B >' 57 (42> ' 
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HigjuariBim; C M H rr 0 7 NS J calculated: 539.2011 fox [M + ] 

found: 539.1998 

Compound 3c 
Yield : 4mg(4%) 



H ftoluene/i 



USL1SH: 0.38 



MS wm^spu 



*/•.(*}: .^^My^ 3^(22) < 306 (53) 

223 beui^i^iuef • uo.oi ; «i (4i), 96 

(23), ai;«QJU '^26) # . 5S (25). 4X (25): 



Hi A resolution: C^HnO^S, calculated: 539.2011 for [Mi 

found: 539.2001 



Compound 3d 
VM* lmg(lft) 



Batafass^asaaaeL m- 1 ™- 0.33 



1 - '••-^ISff : '&mi*u union, lsi 



;(|.6) oi); ei (26) , • 69 (34) , 

55 ; (3ij£:"4l::(i5). 



mah mpMpn; CJIjANS, calculated: 539.2011 for [M + ] 

found: 539.1997 
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Compound 4a 

Epothilone A, 10 mg (0.020 mmole), is dissolved in 2 mL of dichloromethane, cooled to 
-70°C and then treated with ozone for 5 minutes until a weak blue coloration develops. The 
resulting reaction mixture is then treated with 0.5 mL of dimethyl sulfide and heated to room 
temperature. In the work-up, the solvent Is removed from the reaction mixture and finally 
the product is purified with preparative layer chromatography (solvent: dicMoromethane/ace- 
tone/methanol, 85:10:5). 
5mg(64%) 

H (DichloromgA^p/^fn^/mathaiiftl M 10^- 0.61 

ir fFtlmtt o, 3468 (■/br, ; ;SCh).. 2347 (f ( . br. Sch), 

1734 (Vf.. Set). 1458 (v> . 1380 (w) , 1267 
(W), 1157 (wK 1080 (v), 982 (w) cat* 1 . 

UV maaanflDj ^ (lg e) 202H3.53) on. 



ms ( 20/70 +m, m /* (%)»•: 398. {?;:.[iri). 380 (4), 267 (14). 

c : iii 'ip), 211 (20), 193 (26), 171 

, (34)>4 ^9 (34):, m (40),. 96 
(IQQ)i 71 («), 43 (50). 

High resolution: CuHj.0, calculated: 398.2305 for [M*] 

found: 398.2295 

Compound 6a 

3,7-Di-O-formyl-epothuone A. 10 mg (0.018 mmole). is dissolved in 1 mL of dichlorometh- 
ane. 27 mL (0.180 tmnok) of 1.8nliaabipycM[5.4.0]^^ (DBU) is added and the 
mixnue stirred at room temperature for 60 minutes. 

For work-up. the reaction mixture is treated with 1 M sodium dihydrogen phosphate buffer. 
pH 4.5. and the aqueous phase is extracted four times with ethyl acetate. The combined 
organic phases are washed with saturated sodium chloride solution, dried over sodium sulftte 
and the solvent is removed. 
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After elimination of the solvent, the resulting crude product is dissolved in 1 mL of metha- 
nol , treated with 200 /xL of animoniacal methanol solution (2 mmole of NBymL of metha- 
nol) and stirred overnight at room temperature. For work-up, the solvent is removed in 
vacuum. 

Yield : 4 mg (22%) 

H miehlorometh a iW aea tftfl g 0.46 

m (PilmVjY o - 3445 ■<&*bm$!fr) i 2950 (va, br, Sch), 

1717 '*(fyiv : s|p- 4 1644 (w). 1466 (m. Sch), 
1370 ""'(k , : SC$;, 126T (*, br, Sch), 1179 
(a',' Scbii,: SSjT •(«/ Sch)., .860 (w), 733 (m) 



cm" 4 . 



av (MathanolV; llg €) ^ 210*'{4.16) na. 

... . .» . . 1 • r» *.'«•.* «m . . 

... ^>.« * i * , * *• "■ 

mc <9n/7Q aSQj m/« {%) 475;j(*S CM*)); 380 (21), 322 (37), 

■■■■;m?'fflX. 304it66K 178 (31), 166 
-(iOoiy^iSl jti?), 140 (19), 96 
• (38)j:|ii (20), 57 (26). 

High resolution: CmH^OjNS calculated: 475.2392 for (M + ] 

found: 475.2384 



Compound 6b 

3 J-Di-O-formyl^pothilone A, 50 mg (0.091 mmole). is dissolved in 1 mL of dkhloroem- 
ane. 2 mL (0.013 mole) of l,8^llazilncydo[5:4.01tato (DBU) is added and the 
mixture stirred for 12 hours at 90°C. 



For work-up. me reaction tnixture is treated with 1 M sodium dihydrogen phosphate buffer, 
pH 4.5, and the aqueous phase extracted four times with ethyl acetate. The combined 



Mom DjuiuhiiJI ■n«ir-- J " J — is** UJoa*»tao4B«.l 
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For work-op, die reaction mixture is treated with I M sodium dihydrogen phosphate buffer, 
pH 4.5, and die aqueous phase extracted four times with ethyl acetate. The combined 
organic phases axe washed with saturated sodium chloride solution, dried over sodium sulfate 
and the solvent removed. 

The purification of the crude product, which consists of two compounds, is done with the aid 
of preparative layer chromatography (solvent: dichlorometfaane/acetone, 90:10). 
Xfcld: 7mg(15%) 

Substance code 

in (gllml t v ■ 2931 ^■^^cky^n----^r9) t 'l€4A (**, 

b*/Sc4teieiit: (w£, 1377 (w), 1271 (m, 
br, Sf^li0ri*Y, >87 (a. br. Sen) , 
735 (w, br; itito cm*. 

uv (Methanol) • 1^, (lg e) •■ 210 (41.44) nm. 

MS f20/70 aV) : m/a (%) »:■ 503 :(6* [1TH. 408 (58), 390 (32). 

334 {til, 316 (34), 220 (21), 206 
(27) , i94 (20), 181 (33), 164 
"(Ip0),.;l5l (34), 139 (28), U3 

JlVtjS. <M) ' 81 (33,# 67 (24) ' 

• '^ ; ^2lj|iv 43 (22). 

fflah maMon; C^HjANS calculated: 503.2342 lor fM*] 

found: : 503.2303 

Compound 6c 

3 ,7-K-O-acetylrepotfailone, 5 mg (0.009 mmole>, is dissolved in 1 mL of methanol, ISO jiL 
of an ammomacal methanol solution (2 mmoks of NH^mL of methanol) is added and the 
mixture stirred overnight at 50"C. 
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For workmp, the solvent is removed in vacunm and the exude product is purified with die aid 
of preparative layer chromatography (solvent: toiuene/methanol, 90:10). 

Yield: 3 mg (67%) 

Rr (Dichlpromrfhane/ncernne 90:10V. 0.55 

™ /gnm>, o a 2934 J.71S (va, b, Sea), 

164lf ; %uKp$i6a* (mv Sen) , 1372 (s/ SchK 
'.123T : lYf^.^i-ich).;. :1179 (a, Seh) . 1020 
(a). 963 (avrVsch),: 737 (va) cm' 1 . 

ms tiono m\t\, m/a (%> ■ ' Wl ) . «2 (58), 318 

,('3'3i)VJ«4 (20), 181 (34), 166 
'Mlb0V|i51 (3D. 96 (96), 81 
: " OH: 55 (29), 43 (69). 

jfigfajHoMoj; C^H^O^S calculated: 517.2498 for (M*l 

found: 517.2492 

Compound 7a 

Epothilone. 20 mg (0.041 mmole). is dissolved in 0.5 mL of methanol, 0.5 mL of 1 N 
sodhaa hydroxide is added and the mixture stirred tor 5 minutes at room temperature. 

For work-up. umteactkmrnixtmristaaicd and the 

aqu eo us phase if extracted tour timet with ethyl acetate. The comb in ed organic phases are 
washed with saturated sodium chloride solution, dried over sodium sulfate and the solvent is 
removed. Tht pn rifr^" nf the ""^ pwdnet is done with the aid of preparative layer 
chromatography. (Solvent: dichlorornethane/memanol, 85:15). 



Yield: Umg(52%) 
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IB (film);' * » 3438 U, br.j^ch), 2971 (v.. br, Sch) . 

1703 fat, is.07 (ni),' 1460 (s, Sch), 1383 
(in, SehH," ii?**. (w) ,. U?0 (w, br. Sch) . 
1011 (v,- br> Sch) , 1 866 (w, br) , 729 (a) 

MS (20/70 eVl; m/e (%)! = 423: (0.1 (M"l ) , 323 (4) . 168 (89). 

14ip tibitfV, 85 (31), 57 (67). 

High resolution: CnHjANS calculated: 423.2443 for [M*] 

found: 423.2410 

Compound 7b 

5 mg (0.009 mmole) of 7-0-acetyl-€pothilone is dissolved in 1 mL of methanol, 200 nL of 
an ammoniacal methanol solution (2 mmole of NiVmL of methanol) is added and the 
mixture is stirred for 2 days at 50°C. For work-up. the solvent is removed in vacuum. The 
purification of the crude product is done with the aid of preparative layer ci 
(solvent: tolucne/methanol, 90:10). 



iliiiti' luWi itli^' 



Yield; 3mg(59%) 

^mMAIaromgttip^tn^lianftl QO IQV 0^63 mt rf . 

ir fgt'imw' 9 » 3441 (a, b, Sch). 2946 (s, Sch), 1732 

lvi), ;U0fl ffi, 1451 (a). 1375 (m) , 1246 

(i, b[;S^n)^lil0i3'(a, b. Sch) cm* 1 ;- 
tn, aitthanflilj ^ (Ifl €if^l^.73lv 247 (3.59) na. 

MS /0Q/7Q tfh m/« (%) - 5i67 Ui ClTl). 465 (4), 422 (7) . 

388- (Si, 154 (5)/ 182 (7), 168 

(65), 164 (17), 140 (100), 97 
irjl (22), 43 (27). 

Hj^h aiQhjiiBfli QAANS calculated: 567.2866 tor [M + ] 

found: 567.2849 
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DE 195 42 9863 

Patent CTatrnt 

1. Epothilone derivative having Formula 1 • 




when R - H. C M -alkyl; R l . R* - H. Cu-alkyl. Cwacyi. benxoyl, C M -trialkylsuyl. 
benzyl, phenyl, Cu-alkoxy, Q-alkyl-, hydroxy- anil habgen-subsotnted benzyl or phenyl; 
and the alkyl and acyl groups in these groups are straight-chain or branched groups and X 
and Y are either the same or different and stand for halogen, OH. (MCJ-acyl, CHQ^-aflcyl 
or O-benzoyl). 
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2. Epothilone derivative having formula. 2 



3 




if. m ': 

: ;P : 2f 



where R = H. C M -alkyl; R 1 , R a . R» - H. Ctralkyl. C 14 -acyU benzoyl. Curtrialkylsilyl. 
benzyl, phenyl, Q^-alkoxy-, Q-aDcyl-, hydroxy- and halogen-substituted benzyl or phenyl; 
the alkyl and acyl groups contained in these groups are straight-chain or branched groups. 



3. Epothilone derivative according to formula 3 




where R = H, Cw-alkylj R 1 . R a - H. C^ticA. C^eyU benzoyl. C l4 -trialkylsilyl. 
benzyl, phenyl, C,^alkoxy-, (Vtlkyl-. hydraty-, and halcten-substhnted benzyl and phenyl; 

22 '*•'• 
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the alkyl and acyl groups contained in these group? axe straight-chain or branched groups and 
X stands generally for -C(0)-. -C(S>, -S(OK -CR'R*- and -SuV. where R. R> and R J have 
the meaning given above. 

4. Epothilone derivative according to formula 4 




where R - H. Cu-elkyl: R 1 . R*. R*. R 4 . «* - H. Cu-alkyl, Cx^acyl, benzoyl, C M - 
trialkylsilyl, benzyl, phenyl, C 14 -aikoxy-. Cr aUcyl-. hydroxy- and halogen-substituted benzyl 
or pheny l; the alkyl and acyl groups contained in these groups are straight-chain or branched 
groups; X stands for oxygen. NOR\ N-WtfR*. anil N-NHCONRfR*. where the groups R> to 
R s have die meaning given above. 

5. Epothilone derivative having formula 5 
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where R - H, Q^-attyU R 1 , R* - H, Cj^-alkyl, Cw-acyl, beoxoyl. C M -triaIkylailyl. 
benzyl, phenyl* Ci^-alkoxy-, Gralkyl-, hydroxy- and halogen-substitutBd benzyl or phenyl; 
the alkyl and acyl groups contained in these groups are straight-chain or branched groups and 
X stands for hydrogen* C Mr aIkyl, Curacy!, benzyl, benzoyl and cinnamoyl. 



6. Epothilone derivative according to fonmla 6 




in which R - H. C w -alkyl and R 1 - H. Cu-alkyJ, Q^acyl. benzoyl, C^-trialkytailyl, 
benzyl, phenyl, C^alkoxy-. Crattyl-, hydroxy- and halogen-substituted benzyl or phenyl; 
the alkyl and acyl groups contained in these groups are sorigto-cbam or branched groups. 




DE 195 42 986.9 

in which R = H, C w -alkyl; and R 1 , R 2 , = H, C^-alkyl, Cs-acyl, benzoyl, C M -trialkyls- 
Uyl, benzyl, phenyl, C,^-allcoxy-, Chalky 1-. hydroxy- and halogen-substituted benzyl or 
phenyl; the alkyl and acyl groups contained in these groups are straight-chain or branched 
groups. 

8. Means for plant protection in agriculture and forestry and/or in gardening, consisting 
of one or several of die compounds according to one of the previous Claims, or according to 
one or several of these compounds together with one or several usual carriers) and/or 
diluents). 

9. Therapeutic agent, especially for use as cytostatic agent, consisting of one or several 
of the compounds according to one or several of Claims 1 to 7, or one or several compounds 
according to one or several of Claims 1 to 7 together with one or several of the usual 
carrierCs) and/or diluent(s). 

The present invention is concerned with epotmlone derivatives and their application. 



25 



P^deftfArviWdet, 
MahrmtairWerwdeir 



TSCHES PATENTA 



0 



in der 
Anscnnft 

Sirafle. 
-aus-Nr. 

^r.d ggf. 
3 csrfacn 
angeoen 



Sendung«n des Oautscrian Patemamts sind 

Herrn Patentanwalt 
Dr. Hans D. Boeters 

Berei teranger 15 
8154L Munchen 



CO <300 



(D 
® 



Zeicnen das AnmeWers/Vertreters (max. 20 Steiton) 
7865-GBF 



Antrag 

auf Erteilung eines Patents 



Aktertzetehen (wird vom Qeutschen Patantamt vargeoen) 

1?5 4i *8 6#9 



TeWon des Anmelders/Vertreters 
089/65 00 86 



Oatum 

17. Nov. 1995 



Oer Empf anger in Fefd © 1st der 
~] Anmelder I I Zustellunqsbevollmachrjqte 



ggf. Nr. der Ailgemetnen Vottrnacht 



Vertreter 



tuf auszu- 
".iierr wenn 
weicnend 
on Feld 0 



50weit (§) 
oeKanm 



Anmelder 

Geseilschaft fur Biotech- 
nologische Forschung mbH (GBF) 
Mascheroder Weg 1 
38124 Braunschwe ig 



Vertreter 



Dr. Hans D. Boeters 
Dipl.-Ing. Robert Bauer 
Dr. Enno Meyer 
Bereiteranger 15 
81541 Munchen 



Anmeldercode-Nr. 


Vertretercode-Nr. 


ZustelladreScode-Nr. 


Bezetchnung der Erfindung (beiObefiangaaufgesondaftamBlatt -2fach 
Epothilon-Derivate und deren Verwendung 





® 

s. Eriiuie- 
-jngen u. 
Kosten- 
-inweist 
aul der 
3Gckseite 



Sonstige Antrdge Aktenxeichen der HaupttnrneUung (des Hauptpatents) 

H DieAnmekfongistZusattzurPatwt^ . 

: Prufongstntrig-Prufungto ~~ — 

Rech*rch*nintrag-ErmiM^ 

Ueferung von AWichtungen der ermitteiten Onjcksdinften im Q PrGfungsvarfahren □ Recherthenverfahren 

H AusMtzunqdesErteilungsb«schtussa»auf^ Monatt 

(§ 49 Abs. 2 Patemgesetz) (Max. 15 Mod abAnmeki^oderPfiorit&tstag) 



<S> 



Erkiarungen 

J Tetiung/ AusacheWung aus der Pattntanmeidung 
anUzanwargabairrteresaiart(unver^^ 
" mit vorcettfger Offtnlagung und damit freier Aktanetnsicht artverstanden (§ 31 Aba. 2 NrJ Patantgesetz) 



Aktertzeichen der Stunmanmeldung 



J IniandischePrterttit (Oaftjm.Aktanza^darVoranmaWung) 1 MUbetiamaufaesondertM 
i AuslandischePdoritil (Datum, Land Aktenz. dar VoranmeWung) J ^ 



100,00 



riauterung 
Kosten- 
htnweist 
Ruckseue 



Gebuhrtnzahiung in H6he von . 

□ Schacfc r^y] Obtfwaiaung fnacn &njf 
istbeigefflgt L2SI (kr Efl^mt^^mchainigung) 



DM 



r— i G ebGh rerun arten sind beigefOgl 
J (biftt rtieftf suf dL AOcfcsstif Meben, 



Abbuchung von rneinerrVunserem Ab- 
bucftunrjstomo b. d. Orasdnar Bank AG, 
MOnchan 

□ Nr.: 



© Anlagen 



Aniagen 

3.-7. 



3-facn 



2007 

95 



1. Vertretervoilmacht < 

2. E/findefbanannung L 

3. — _ Zusammanfasaung (ggf. mit Zeichnung Fig. . 

4. ' 7 Seita(n)Beachraibung 

5. ggf. 8azugazeichaniistt 

6. Z Seite(n)Patantan$prijcriq 
AnzaWPatentansprich^ 

7. Blatt Zetchnungen 

8. Abscririft(en) d. Vorann.^ ^ 

9 ^ * 



Q TtMaxvorabam. 




(Dr. Meyer) 



17. November 1995/pl 



Unser Zeichen: 7865 

Epothllonderivate und deren Verwendung 

Die vorliegende Erfindung betrifft allgemein 
Epothllonderivate und deren Verwendung zur Herstellung von 
Arzneimitteln. Insbesondere betrifft die vorliegende 
Erfindung die Herstellung der Epothllonderivate der 
nachfolgend dargestel 1 ten allgemeinen Formeln 1 bis 7 sowie 
deren Verwendung zur Herstellung von therapeutischen Mittel 
und Mitteln fur den Pf lanzenschutz . 
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In den vorstehenden Formeln 1 bis 7 bedeuten: 
R = H, Ci- bis C4-Alkyl ; 

^ 1 • R2 ' * 3 . R 4 . R 5 = H. Ci- bis Ce-Alkyl , 

Ci- bis Ce-Acyl -Benzoyl , 
Ci- bis C4-Tr1a1ky1s11y1 v 
Benzyl , 
Phenyl , 

Cr bis Ce-Alkoxyr-, 
Ce-Alkyl-, Hydroxy- und Halogen- 
substi tuiertes Benzyl bzw. Phenyl; 
wobei auch zwei der Reste R 1 bis R' zu der Gruppierung 
-(CH 2 )n- mi t n = 1 bis 6 zusammen t re ten kflnnen und es sich 
bei den in den Resten ehthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen urn 
gradkettige Oder verzweigte Reste handelt. 

In der Formel 1 sind X und Y entweder gleich oder verschieden 
und stehen jeweils fur Halogen, OH f 0-(Ci- bis Ce)-Acyl, 
0-(Ct- bis Ce)-Alkyl, O-Benzoyl . 

In der Formel 3 steht X allgemein fQr -c(O)-, -C(S)-, -S(0)-, 
-CR 1 R 2 -, wobei R 1 und R 2 die Bedeutung haben wie oben 
angegeben, und -SiR*. wobei R die Bedeutung hat wie oben 
angegeben. 

In der Formel 4 bedeutet X Sauerstoff, NOR 3 , N-NR 4 R S , und N- 
NHCONR 4 R s , wobei die Reste R 3 bis R 5 die oben angegebene 
Bedeutung haben. 

In der Formel 5 bedeutet X Wasserstoff, Ci- bis Cia-Alkyl, 
Ci- bis Cia-Acyl, Benzyl, Benzoyl und Cinnamoyl. 

Verbindungen gemdG der allgemeinen Formel 1 sind ausgehend 
von Epothilon A und B sowie von deren 3-0- und/oder 7-0- 
geschutzten Derivaten durch Offnung des 1 2 , 13-Epoxids 
zuganglich. Werden dazu Hydrogenwasserstof f sAuren in einem 
bevorzugt nicht wassrigen LSsungsmi t tel eingesetzt, wobei man 
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die Halogenhydrine X = Hal , Y = OH und Y = OH, Y = Hal 
erhait. Protonensauren wie z.B. To! uol sul f onsaure und 
Tri f luoressigsaure fuhren in Gegenwart von Wasser zu 12,13- 
Diolen, die anschlieGend nach Standardverf ahren acyliert 
(z.B. mi t Carbonsaureanhydriden und Pyridin oder 
Triethylamin/DMAP) oder alkyliert ( AT kyl halogenide und 
Silberoxid) werden. Die 3- und 7-Hydroxygruppen kdnnen dazu 
vorubergehend als Formiat (Abspaltung mi t NHa/MeOH) oder p- 
Methoxybenzylether (Abspaltung mit OOQ) geschutzt werden. 

Verbindungen gemaa der allgemeinen Formel 2 sind aus 
Epothilon A und B sowie deren 3-0- und/oder 7-0-geschutz ten 
Derivaten durch Reduktion, z.B. mit NaBH 4 in Methanol 
erhaitlich. Sind dabei 3-OH und/oder 7-OH reversibel 
geschutzt, so kdnnen nach Acylierung oder Alkylierung und 
Entfernen der Schutzgruppen 5-0-monosubsti tuierte, 3,5- oder 
5 9 7-0-disubsti tuierte Derivate der allgemeinen Formel 2 
erhalten werden, 

Umsetzungen von Epothilon A und B mi t bi f unktionell en 
elektrophi len Reagenzien, wie (Thio) Phosgen , 
(Thio)Carbonyldimidazol f Thionylchlorid oder 
Dialkylsi 1 yldichloriden bzw. -bi st r i f laten ergeben 
Verbindungen der allgemeinen Formel 3. Als Hilfsbasen dienen 
dabei Pyridin, Trial kylamine, ggf . zusammen mit DMAP bzw. 
2,6-Lutidin in einem nichtproti schen Ldsungsmi t tel . Die 3,7- 
Acetale der allgemeinen Formel 3 entstehen durch 
Umacetal1s1erung z.B. von Dimethylacetalen in Gegenwart eines 
sauren Katalysators. 

Verbindungen gem&Q der allgemeinen Formel 4 werden aus 
Epothilon A und B odejr ihren 3-0- und/oder 7-0-geschOtzten 
Derivaten durch Ozonolyse und redukti ve Auf arbei tung, z.B. 
mit Dimethylsulf id, erhalten. Die C-16-Ketone kdnnen 
anschlieQend nach dem Fachmann geiaufigen Standardverf ahren 
in Oxime, Hydrazone oder Semi car bazone umgewandelt werden. 
Sie werden weiterhin durch Wittig-, Wi ttig-Horner-. Julia- 
oder Petersen-Olefinierung in C-1 6/C-1 7-01ef ine uberfOhrt. 
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Durch Reduktion der C-1 6-Ketogruppe . z.B. mit einem 
Aluminium- Oder Borhydrid, sind die 1 6-Hydroxyder i vate gemao 
der allgemeinen Forme! 5 erhaltlich. Diese kdnnen , wenn 3-OH 
und 7-Ohfmit en tsprechenden Schutzgruppen versehen sind, 
selektiv acyliert Oder alkyliert werden. Die Freisetzung der 
3-0H- und 7-OH-Gruppen erfolgt z.8. bei OFormyl durch 
NH 3/MeOH , bei O-p-Methoxybenzyl durch DDQ. 

Die Verbindungen der allgemeinen Forme! 6 werden aus 
Derivaten von Epothilon A und B erhalten, bei denen die 7 -OH- 
Gruppe durch Acyl- Oder Ethergruppen geschOtzt ist, in dem 
die 3-OH-Gruppe z.B. formyliert, mesyliert Oder tosyliert und 
anschlieQend durch. Behandlung mit einer Base z.B. DBU 
eliminiert wird. Die 7-OH-Gruppe kanh wie oben beschrieben 
freigesetzt werden. 

Verbindungen der allgemeinen Formel 7 werden aus Epothilon A 
und 8 Oder deren 3-0H- und 7-OH-geschutzten Derivaten durch 
basische Hydrolyse erhalten, z.B. mit NaOH in MeOH. Die 
Car boxy 1 gruppe kann mit Diazoalkanen nach Schutz der 19-OH- 
Gruppe durch Alkylierung in Ester umgewandel t werden. 

Die Erfindung betrifft ferner Mittel fur den Pf lanzenschutz 
in Landwi rtschaf t , Forstwi r tschaf t und/oder Gartenbau, 
bestehend aus einer oder mehreren der vorstehend aufgefuhrten 
Epothi londeri vate bzw. bestehend aus einem oder mehreren der 
vorstehend aufgefQhrten Epothi londeri vate neben einem oder 
mehreren Qblichen Trager(n) und/oder VerdQnnungsmi t tel (n) . 

SchlieQlich betrifft die Erfindung therapeuti sche Mittel, 
bestehend aus einer oder mehreren der vorstehend aufgefuhrten 
Verbindungen oder einer oder mehreren der vorstehend 
aufgefuhrten Verbindungen neben einem oder mehreren Qblichen 
Trager(n) und/oder Verdunnungsmi ttel (n) . Diese Mittel kcJnnen 
insbesondere cytotoxische Aktivitaten entwickeln und/oder 
Immunsuppression bewirken, so daQ sie besonders bevorzugt als 
Cytostatika verwendbar sind. 
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Die Erfindung wi rd im folgenden durch die Beschreibung von 
einigen ausgewahlten Ausf uhrungsbei spi el en naher eriautert 
und beschrieben. 

Beispiele 

Verbindung la: 

20 mg (0.041 mmol) Epothilon A werden in 1 ml Aceton gelost, mit 
50 pi (0.649 mmol) Trif luoressigs&ure. versetzt und Uber Nacht 
bei 50 °C geriihrt.Zur Aufarbeitung wird das Reaktionsgemisch mit 
1 M Phosphatpuf fer pH 7 versetzt und die wafirige Phase viermal 
mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 
werden mit gesattigter Natriumchlorid-L6sung gewaschen, uber 
Natrium-sulfat getrocknet und vom LSsungsmittel befreit. Die 
Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der praparativen 
Schicht-chromatographie (Laufmittel: Dichlormethan/Aceton, 85 : 
15). Ausbeute: 4 mg (19 % ) Isomer I 
4 mg (19 % ) Isomer II 



Isomer I 

R f (Dichlormethan/Aceton, 85 : 15); 0.46 

TR (Film) : * = 3440 (m, b, Sch) , 2946 (s, Sch) , 1734 

~" (vs), 1686 (m), 1456 (m) , 1375 (w) , 1256 

(s, Sch), 1190 <w, b, Sch), 1071 (m, 
Sch) , 884 (w) , 735 (w) cm* 1 . 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 493 (43 [M-H a OD , 394 (47), 306 

(32), 206 (30), 181 (40), 166 
(72), 139 (100), 113 (19), 71 
(19), 57 (24), 43 (24) . 

H^ufiasuno: C 26 H„0 6 NS ber. : 493.2498 far [M-H,or 

gef.: 493,2478 



Isomer II 

B f (Dichlormethan /Aceton. 85 : 15)- 0.22 

IR (Film) : 9 = 3484 (s, b, Sch) , 2942 (vs, Sch) , 1727 

(vs), 1570 (w), 1456 (m) , 1380 (m) , 1265 
(s), 1190 (w) , 1069 (m), 975 (w) , cm" 1 . 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 493 (21 [M-H 2 0]*) , 394 (12), 306 

(46) , 206 (37) , 181 (63) , 166 (99) , 
139 (100), 113 (21), 71 (23), 57 
(33) , 43 (28) . 

Hochaufldsuna: C 26 H 3 ,O s NS ber. : 493.2498 far [M-H 2 0]* 

gef.: 493.2475 



Verbindung lb: 

55 mg (0.111 mmol) Epothilon A werden in 0.5 ml 
Tetrahydrofuran gelost, mit 0.5 ml 1 N Salzsaure versetzt und 
3 0 Minuten bei Raumtemperatur geruhrt. Anschliefiend wird mit 1 
N Phos-phatpuf fer pH 7 versetzt und die wafirige Phase viermal 
mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 
werden mit gesattigter Natriumchlorid-Ldsung gewaschen, uber 
Natriumsulfat getrocknet und vom Ldsungsmittel befreit. 
Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der prapa- 
rativen Schichtcbxomatographie (Laufmittel: Dichlorme- 
than/Methanol, 90 : 10) . Ausbeute: 19 mg (32 %) 



R f (Dichlormethan/Methanol. 90 ; 10): 0.46 

IR (Film) ; 9 = 3441 (s, br, Sch), 2948 (s, Sch), 1725 

(vs, Sch), 1462 (m), 1381 (w) , 1265 (m) , 
1154 (w), 972 (m, br, Sch) cm' 1 . 

UV (Methanol) : X^' (lg 6) = 210 (4.29), 248 (4.11) nm. 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 529 (13 (M*l ) , 494 (10), 342 (38). 

306 (23), 194 (32), 164 (100), 140 
(31), 113 (15), 57 (16). 



Hochauflosuna: C :s H 40 O t ClNS ber.: 529.2265 far [IT], 
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gef.: 529.2280 

Verbindung lc: 

25 mg (0.047 mmol) 12-Chlor^-13 -hydroxy-epothilon A (lb) werden 
in 1 ml Dichlormethan geldst, mit 29 mg (0.235 mmol) Dimethyl- 
aminopyridin, 151 ul (1.081 mmol) Triechylamin und 20 ul 
(0.517 mmol) 98 %-iger Ameisensaure versetzt. Das Reaktions- 
gemisch wird mit Eis/Natriumchlorid abgekilhlt. Nach Erreichen 
von - 15 °C werden dem Reaktionsgemisch 40 ul (0.423 mmol) 
Essigsaureanhydrid zugegeben und 70 Minuten bei - 15 °c 
geruhrt. Nach dem ein Duiuischichtchromatogramm keinen voll- 
standigen Umsatz anzeigt, werden dem Reaktionsgemisch weitere 
6 mg (0.047 mmol) Di-methylaminopyridin, 7 ul (0.047 mmol) 
Triethylamin, 2 ul 98 %-ige Ameisensaure (0.047 mmol) und 4 ul 
(0.047 mmol) Essigsaureanhydrid zugesetzt und 60 Minuten 
geruhrt . 

Zur Aufarbeitung wird das Reaktionsgemisch auf RaumtemperatUr 
erwarmt, mit 1 M Phosphatpuf fer pH -7 versetzt und die waSrige 
Phase viermal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten 
organischen Phasen werden mit gesattigter Natriumchlorid- 
Ldsung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und vom 
L6sungsmittel befreit. 

Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der prapa- 
rativen Schichtchromatographie (Laufmittel: Dichlorme- 
than/Aceton, 90 : 10). 

Ausbeute lc! 5 mg (18 %) 



Verbindung let 

R f (Dichlormethan /Ace ton. 90 ; 10) : 0 . 67 

IR (Film): 9 a 3497 (w, b, Sch) , 2940 (s, b, Sch) , 1725 

(vs), 1468 (m, b, Sch), 1379 (m) , 1265 
(s), 1253 (s), 1175 (vs), 972 (m, b, 
Sch), 737 (s) cm' 1 . 



MS (20/70 eV) : 



m/e (%) = 613 (9 (M*] ) , 567 (43), 472 (63), 
382 (23), 352 (21), 164 (100), 
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151 (33), 96 (31), 69 (17), 44 
(26). 

HogSaafiaaaasL: c J9 h 40 o 9 nsci ber.t 613.2112 far [m*] 

gef.: 613.2131 



Verbindung Id: 

10 mg (0.020 mmol) Epothilon B werden in 0.5 ml Tetrahydro- 
furan geldst, mit 0.5 ml 1 N Salzsaure versetzt und 30 Minuten . 
bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieSend wird mit 1 M Phos- 
phatpuffer pH 7 versetzt und die waflrige Phase viermai mit 
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 
werden mit gesattigter Natriumchlorid-Lesung gewaschen, ilber 
Natriumsulfat getrocknet und vom Losungsmittel befreit. Die 
Reinigung des Rohprdduktes erfolgt mit Hilfe der praparativen 
Schicht-chromatographie (Laufmittel: Dichlormethan/Aceton, 85 
: 15). 

Ausbeute: 1 mg (9 %) 

R. (Dichlormethan/Aceton. AS ; -IS}- 0.38 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 543 (3 [M*] ) , 507 (14), 320 (19), 

234 (9), 194 (17), 182 (23), 164 
(100), 140 (22), 113 (14), 71 
(13). 

Hochauflasunoi C^OjNSCl ber. : 543.2421 filr [M*] 

gef.: 543.2405 



Verbindung 2a t 

100 mg (0.203 mmol) Epothilon A werden in 4 ml Tetrahydro- 
furan/1 M Phosphatpuffer pH 7 (1 : 1) geldst und solange mit 
Natrium-borhydrid (150 mg a 3.965 mmol) versetzt bis das Edukt 
laut DUnn- schichtchromatogramm vollstandig abreagiert ist. 
AnschlieSend wird mit 1 M Phosphatpuffer pH 7 verdttnnt und die 
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wafirige Phase viermal mic Ethylacetat extrahiert. Die 
vereinigten organischen Phasen werden mit gesattigter 
Natriumchlorid-LSsung gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet 
und vom Ldsungsmittel befreit. 

Die Reinigung des Rohproduktes erfo.lgt durch Kieselchromato- 
graphie (Laufmittel: Dichlormethan/Aceton, 95 : 5 - grad - 
nach Dichlormethan/Aceton', 85 : 15) . 

Ausbeute: (20 %) 

S f (Dichlormethan/Aceton. 75 : 25) : . 0.27 

IR (Film) : 9 = 3413 . (s, b, Sch) , 2965 (vs, Sch) , 1734 

(vs), 1458 (m, b, Sch), 1383 (m. Sch), 
1264 (s, b, Sch), 1184 (m, b, Sch), 1059 
(s, Sch), 966 (s), 885 (w) , ^737 (m) cm" 



MS (20/70 eV) : m/e (%) = 



Hochaufiasunq: C IS H 41 0 8 NS 



495 (6 [M*] ) , 477 (8) , 452 (12) , 
394 (9), 364 (16), 306 (49), 194 
(19) , 178 (35) , 164 (100) , 140 
(40) , 83 (21) , 55 (27) ... 

ber. : 495.2655 filr [M*] 
gef.: 495.2623 



Verbindung 3a-d (&-d sind Stereoisomere) : 

100 mg (0.203 mmol) Epothilon werden in 3 ml Pyridin geldst, 
mit 50 ul (0.686 mmol) Thionylchlorid versetzt und 15 Minuten 
bei Raumtemperatur gerUhrt. AnschlieSend wird mit 1 M Phos- 
phatpuf fer pH 7 versetzt und die wafirige Phase viermal mit 
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 
werden mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, uber 
Natriumsulfat getrocknet und vom Lttsungsmittel befreit. 
Die Reinigung des Rohproduktes und Trennung der vier Stereo- 
isomeren 3a-d erfolgt mit Hilfe der praparativen Schicht- 
chromatographie (Laufmittel: Toluol/Methanol, 90 : 10). 



- 12 - 



Verbindung 3a: 



Ausbeut*; 



4 mg (12 %) 



S, (Toluol/Met-han^ i, 90 ; If)) • 0>50 

IR (Film '.; -. * = 2961 (m, b, Sch), 1742 (vs) , 1701 (vs), 

1465 (m, Sch), 1389 (m, Sch), 1238 (s, ' 
Sch), 1210 (vs, Sch), 1011 (s, Sch), 957 
(s, b, Sch)/ 808 (m, Sch), 768 (s, Sch) cnf 



UV (Methanol ) • (lg € ) = 2 10 (4.50) , 248 (4.35) nm. 

MS (20/70 eV) ; , m/e {%) = 539 (40 [M*] ) , 457 (22), 362 (16), 

316 (27) , 222 (30) , 178 (30) , 164 
(100), 151 (43), 96 (38), 69 (29), 
55 (28), 43 (20) . 

Hochau^iasynq; . C^H^NS, ber. : 539.2011 fttr [M*] 



Verbindung 3b: 



Ausbeuts; 14 mg (13 %) 

R, (Toluol/Methanol , 90 : 101. 0.44 

(Film) ; 9 = 2963 (s, br, Sch), 1740 (vs), 1703 (s), 

1510 (w) , 1464 (m, br, Sch), 1389 (m, Sch), 

1240 (s, br, Sch), 1142 (m) , 1076 (w) , 1037 

(w), 1003 (m), 945 (s, br, Sch), 806 (m, 

Sch), 775 (s), 737 (m) cm" 1 . 



UV (Methanol 1 
MS (20/70 gV) 



C (Iff. 6) = 211 (4.16), 250 (4.08) nm. 



m/e (%) = 



Hochauf lasting; - C JS H 37 0 7 NS, 



539 (27 [M*]), 475 (17), 322 (41), 
306 (67), 222 (16), 206 (17), 194 
(19), 178 (32), 164 (100), 151 
(33), 125 (18), 113 (15), 96 
(39) , 81 (23) , 64 (58) , 57 (42) , 
41.(19). 

ber. : 539.2011 fur (M*] 
gef.: 539.1998 
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Verbindung 3c: 

Ausbeute: 4 mg (4 %) 

B; (Toluol/Met-hanol. 90 : 10): 0.38 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 539 (51 [M*] ) , 322 (22), 306 (53), 

222 (36), 178 (31), 164 (100), 151 (41), 96 
(25), 81 (20), 69 (26), 55 (25), 41 (25). 

Hochauflasuno: Cj«H J7 0 7 NS 2 ber. : 539.2011 fur [tT] 

gef.: 539.2001 



Verbindung 3d: 

Ausbeute; 1 mg (1 %) 

R f (Toluol /Methanol. 90 : 10): 0.33 

MS (20/70 eV): m/e (%) = 539 (69 [M*J ) , 322 (35) , 306 (51), 

222 (41), 178 (31), 164 (100), 151 
(46) , 96 (31) , 81 (26) , 69 (34) , 
55 (33) , 41 (35) . 

Hachauflosuna: C„H 37 0 7 NS, ber.: 539.2011 far [M*] 

gef. : 539.1997 



Verbindung 4a: 

10 mg (0.020 mmol) Epothilon A werden in 2 ml Dichlormethan 
gelost, auf -70 8 C abgektthlt und anschliefiend 5 Minuten mit 
Ozon bis zur schwachen Blaufarbung behandelt. Das resultieren- 
de Reaktionsgemisch wird anschliefiend mit 0.5 ml Dimethylsul- 
fid versetzt und auf Raumtemperatur erwarmt. Zur Aufarbeitung 
wird das ReaJctionsgemisch vom Losungsmittel befreit und 
schliefilich durch praparative Schichtchromatographie (Lauf- 
mittel: Dichlormethan /Ace ton /Methanol, 85 : 10 : S) gereinigt. 

Ausbeute! 5 mg (64 %) 

b c (nighlor m ^han/Aceton/Methanol, 85 : 1Q ? 5): .0 • 6 1 

tr (Film): 9 =• 3468 (s, br, Sch) . 2947 (s, br, Sch) , 

1734 (vs, Sch), 1458 (w) , 1380 (w) , 1267 
(w), 1157 (w), 1080 (w), 982 (w) cm" 1 . 
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•JV (Methanol) : (lg e) = 202 (3.53) nm. 

MS (20/70 eV): m/e (%) = 398 (2 (M*] ) , 380 (4), 267 (14), 

249 (17), 211 (20), 193 (26), 171 
(34), 139 (34), 111 (40), 96 
(100) , 71 (48) , 43 (50) . 

Hochauf losunq: C n H 34 0 7 ber. : 398.2305 fur [M*] 

gef.: 398.2295 



Verbindung 6a: 

10- mg (0.018' mmol) 3 , 7-Di-O-f ormyl-epothilon A werden in 1 ml 
Di-chlormethan gelost, mit 27 ul (0.180 mmol) 1, 8-Diazabicy- 
clo(5. 4.0]undec-7-en (DBU) versetzt und 60 Minuten bei Raum- 
temperatur geriihrt. 

Zur Aufarbeitung wird das Reaktionsgemisch mit 1 M Natrium- 
dihydrogenphosphat-Puf fer pH 4.5 versetzt und die waSrige 
Phase viermal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten 
organischen Phasen werden mit gesattigter Natriumchlorid- 
Lasung gewaschen, uber Natriumsulfat getrocknet und vom 
Ldsungsmittel befreit. 

Nach Beseitigung des Ldsungsmittel wird das resultierende 
Rohprodukt in 1 ml Methanol geiast, mit 200 ul einer ammoniak- 
alischen Methanollosung (2 mmol NH,/ml Methanol) versetzt und 
uber Nacht bei Raumtemperatur gervihrt. Zur Aufarbeitung wird 
das LQsungsmittel im Vakuum entfernt. 

Ausbeutet 4 mg (22 %) 

R f (Diehlormethan/Aceton. 85 : 15); 0.46 

IR (Film) : 9 = 3445 (w, br, Sch) , 2950 (vs. br, Sch), 

1717 (vs, Sch), 1644 (w) , 1466 (m, Sch), 

1370 (m, Sch), 1267 (s, br, Sch), 1179 

(s, Sch), 984 (s, Sch), 860 (w) , 733 (m) 

cm* 1 . 



UV (Methanol) : A.^ ( lg € ) = 210 (4.16) nm. 
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Mg (30/70 eV) i m/e (%) = 475 (28 [M*l ) , 380 (21), 322 (37), 

318 (40), 304 (66), 178 (31), 166 
(100) , 151 (29) , 140 (19) , 96 
(38) , 81 (20) , 57 (26) . 

Hochauf lasuna: CjjH^OjNS ber. : 475.2392 fur [M*] 

gef.: 475.2384 



Verbindung 6b: 

50 mg (0.091 mmol) 3 , 7-Di-O-formyl-epothilon A (werden in 1 ml 
Dichlorethan geliSst, mit 2 ml (0.013 mol) 1, 8-Diazabicyclo 
[5.4.0]undec-7-en (DBU) versetzt und 12 Stunden bei 90 °C 
geriihrt. 

Zur Aufarbeitung wird das Reaktionsgemisch mit 1 M Natrium- 
dihydrogenphosphat-Puf fer pH 4.5 versetzt und die waSrige 
Phase viermal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten 
organischen Phasen werden mit gesattigter Natriumchlorid- 
LcSsung gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und vom 
LQsungsmittel befreit. 

Die Reinigung des aus zwei Verbindungen bestehenden 
Rohproduktes erfolgt mittels praparativer 

Schichtchromatographie (Laufmittel: Dichlormethan/Aceton, 90 : 
10) . 

Ausbeute: 7 mg (15 %) 

Substanzcode 

R f (Dichlor mathan/Aceton, 90 : 10): 0.62 

IR (Film) : V = 2951 (m, br, Sch) , 1723 (vs) , 1644 (w, 

br, Sch), 1468 (w) , 1377 (w) , 1271 (m, 
br, Sch), 1179 (s) , 987 (m, br, Sch), 
735 (w, br, Sch) cm* 1 . 

Km» (19 €) = 210 (4.44) nra. 

m/e (%) = 503 (68 [If] ) . 408 (58), 390 (32), 
334 (25) , 316 (34) , 220 (21) , 206 
(27), 194 (20), 181 (33), 164 
(100), 151 (34), 139 (28), 113 
(20), 96 (82), 81 (33), 67 (24), 



UV (Methanol) : 
MS ( 20/70 eV): 
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55 (26), 43 (22). 

HQghaailasMngj c J7 h„o s ns ber. : 503.2342 far im 

gef . : 503.2303 * 



Verbindung 6c: 

5 mg (0.009 mmol) 3 , 7-Di-O-acetyl-epothilon werden in 1 ml Me- 
thanol geiast, mic 150 ul einer ammoniakalischen 
Methanolldsung (2 mmol NHj/ml Methanol) versetzt und uber Nacht 
bei 50 "C ge-ruhrt. 

Zur Aufarbeitung wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. 
Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der 
praparativen Schichtchromatographie (Laufmittel :. 
Toluol /Methanol, 90 : 10) . 



Ausbeute: 



3 mg (67 %) 



R, (Dichlormethan/Aceton. 90 r 10) . o.55 



IR (Film) 



UV (Methanol) ; 
MS (20/70 eV) : 



9 = 2934 (s, b, Sch), 1719 (vs, b, Sch) , 

1641 (m), 1460 (m, Sch), 1372 (s, Sch), 

1237 (vs, b, Sch), 1179 (s, Sch), 1020 

. (s), 963 (s, Sch), 737 (vs) cm" 1 . 



(lg €) = 210 (4.33) nm. 



m/e (%) = 



Hochauf lasting: C 3> H„0 6 NS 



517 (57 [M*]), 422 (58), 318 

(31) , 194 (20), 181 (34), 166 
(100), 151 (31), 96 (96), 81 

(32) , 69 (27) , 55 (29) , 43 (69) . 

ber. : 517.2498 fur {M*] 
gef.: 517.2492 



Verbindung 7a: 



20 mg (0.041 mmol) Epothilon werden in 0.5 ml Methanol gelds t, 
mit 0.5 ml 1 N Natronlauge versetzt und 5 Minuten bei Raum- 



- 17 - 



temperatur geruhrt. 

Zur Aufarbeitung wird das Reaktionsgemisch mit 1 M. 
Phosphatpuf fer pH 7 versetzt und die wafirige- Phase viermal mit 
Ethylacetat ex-trahiert. Die vereinigten organischen Phasen 
werden mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, uber 
Natriumsulfat getrocknet und vom Losungsmittel befreit. 
Die .Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der 
praparativen Schichtchromatographie (Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanol, 85 : 15) . 

Ausbeute: 11 mg (52 %) 

R f (Dichlormethan/Methanol, 85 : 15): 0.92 

IR (Film) : 9 = 3438 (s, br, Sch) , 2971 (vs, br, Sch) , 

1703 (vs), 1507 (m), 1460 (s, Sch), 1383 
(m, Sch), 1254 (w), 1190 (w, br, Sch), 
1011 (w, br, Sch), 866 (w, br) , 729 (s) 
cm* 1 . . . 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 423 (0.1 [M*] ) , 323 (4), 168 (89), 

140 (100) , 85 (31) , 57 (67) . 

Hochaufiasuncr: C„H 37 0 4 NS ber.: 423.2443 far [IT] 

gef . : 423.2410 



Verbindung 7b x 

5 mg (0.009 mmol) 7-O-Acetyl-epothilon werden in 1 ml Methanol 
geldst, mit 200 \il einer airanoniakalischen. Methanoliasung (2 
mmol NHj/ml Methanol) versetzt und zwei Tag.e bei 50 °C geruhrt. 
Zur Aufarbeitung wird das LcSsungsmittel im Vakuum entfernt. 
Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der 
praparativen Schichtchromatographie (Laufmittel: 
Toluol/Methanol, 90 : -10) . 

Ausbeute: 3 mg (59 %) 

R f michlomathan/Met; h?™^ 9Q • 1Q> : 0- 63 

IR (Film) : * = 3441 (m, b, Sch), 2946 (s, Sch), 1732 

(vs), 1600 (w), 1451 (m), 1375 (m) , 1246 
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(s, b, Sch), 1013 (m, b, Sch) cm" 1 . 
UV methanol)- X m (lg € ) = 211 (3.75), 247 (3.59) run. 
MS (20/70 eV) ■ m/e (%) = 567 (1 [M*] ) , 465 (4), 422 (7), 

388 (5), 194 (5), 182 (7), 168 
(65) , 164 (17) , 140 (100) , 97 
. (10) , 71 (22) , 43 (27) . 

Hochau^losunq: C„H, s 0 8 NS ber. : 567.2866 fiir [M*] 

gef.: 567.2849 
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PatentansprGche 

1. Epothi londeri vat der Formel 1 



24 




28 



wobei R = H, Ci- bis C4-Alkyl; R 1 , R 2 = H, Ci- bis Ce-Alkyl. 
Ci- bis C e-Acyl -Benzoyl . Ci- bis C4-Tr1alkylsi 1 yl . Benzyl, 
Phenyl, Ci- bis C«-Alkoxy-. Ce-Alkyl-, Hydroxy- und 
Halogensubsti tuiertes Benzyl bzw. Phenyl; und es sich bei den 
in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen urn 
gradkettige Oder verzweigte Reste handelt, und X und Y 
entweder glelch Oder verschieden sind und jeweils fQr 
Halogen, OH, 0-(Ci- bis Ce)-Acyl, 0-(Ci- bis Ce)-Alkyl. 0- 
Benzoyl stehen. 



2. Epothi londeri vat der Formel 2 
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wobei R = H, Ci- bis C4-Alkyl; Ri, R*, R3 = Hf Cl _ bis Ca _ 
Alkyl, Ci- bis C s-Acyl -Benzoyl , Ci- bis C4-Trialkylsi lyl , 
Benzyl, Phenyl, Ci- bis Ce-Alkoxy-, Ce-Alkyl-, Hydroxy- und 
Halogensubsti tuiertes Benzyl bzw. Phenyl; und es sich bei den 
in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen urn 
gradkettige Oder verzweigte Reste handelt. 

3. Epothi londeri vat der Formel 3 
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wobei R = H, Ci- bis C«-Alkyl; Ri, R2 = H , Ci- bis Ce-Alkyl. 
Ci- bis C s-Acyl -Benzoyl , Ci- bis C^Trialkylsilyl , Benzyl, 
Phenyl. Ci- bis Ce-Alkoxy-, Cs-Alkyl-. Hydroxy- und 
Halogensubstituiertes Benzyl bzw. Phenyl ; und es sich bei de 
in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen urn 
gradkettige Oder verzweigte Rests handelt, und X allgemein- 
for -C(O)-. -C(S)-. -S(O)-. -CR'RJ- und -SiRj- steht, wobei 
R. R 1 und R2 die Bedeutung hat wie oben angegeben. 

4. Epothi londerivat der Formel 4 




wobei R = H. Ci- bis C4-Alkyl; Ri. R » = h, Ci- bis Ce-Alkyl. 
Ci- bis C «-Acyl -Benzoyl . Ci- bis C4-Trialkyls1lyl , Benzyl. 
Phenyl. Ci- bis Ce-Alkoxy-. C«-Alkyl-. Hydroxy- und 
Halogensubstituiertes Benzyl bzw. Phenyl; und es sich bei den 
in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen um 
gradkettige Oder verzweigte Reste handelt, X Sauerstoff. 
NOR». N-NR«R«, und N-NHCONR 4 R ' bedeutet , wobei die Reste R 3 
bis R' die oben angegebene Bedeutung haben. 

5. Epothi londerivat der Formel 5 




5 
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wobei R = H, Ci- bis C4-Alkyl; FM, R* = H , Ci- bis Ce-Alkyl, 
Ci- bis Cs-Acyl-Benzoyl , Cr bis C4-Tria.lkyJsi lyl , Benzyl, 
Phenyl, Ci- bis Ce-Alkoxy-, Ce-Alkyl-, Hydroxy- und 
Halogensubsti tuiertes 8enzyl bzw. Phenyl; und es sich bei den 
in den Resten enthal tenen Alkyl- bzw. Acylgruppen um 
gradkettige Oder verzweigte Reste handelt, und X Wasserstoff , 
Cl " bi s Cia-Alkyl, Ci- bis Cia-Acyl, Benzyl, Benzoyl und 
Cinnamoyl bedeutet. 




wobei R = H, Ci- bis C4-Alkyl und R 1 = H, Ci- bts Ca-Alkyl, 
Ci- bis Ce-Acyl-Benzoyl , Ci- bis C4-Trialky1si lyl , Benzyl, 
Phenyl, Ci- bis Ce-Alkoxy-, Ce-Alkyl-, Hydroxy- und 
Halogensubsti tuiertes Benzyl bzw. Phenylist, und es sich bei 
den in den Resten enthal tenen Alkyl- bzw. Acylgruppen um 
gradkettige -oder verzweigte Reste handelt. 



- 23 - 

7 . Epothi londerivat der Formel 7 




wobei R = H. d- bis C4-Alkyl und R 1 , R 2 = H, Ci- bis Cs- 
Alkyl, Ci- 61s C e-Acyl -Benzoyl . Ci- bis C*-Trialkylsi lyl . 
Benzyl. Phenyl. Ci- bis Ce-Alkoxy-, C«-Alkyl-, Hydroxy- und 
Halogensubsti tuiertes Benzyl bzw. Phenyl; und es sich bei den 
in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen um 
gradkettige oder verzweigte Reste handelt. 

8. Mittel fur den Pf lanzenschutz in der Landwi rtschaf t und 
Forstwlrtschaf t und/oder im Gartenbau, bestehend aus einem- 
oder mehreren der Verbindungen gemaa einem der vorangehenden 
AnsprQch* oder einer oder mehreren dieser Verbindungen neben 
einem oder mehreren (Iblichen Trager(n) und/oder 
VerdQnnungsmi ttel (n) . 

9. Therapeutlsches Mittel. insbesondere zum Einsatz als 
Cytostatikum, bestehend aus einer oder mehrerer der 
Verbindungen nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 7 
oder einer oder mehrerer der Verbindungen nach einem oder 
mehreren der Anspruche 1 bis 7 neben einem oder mehreren 
ublichen Trager(n) und/oder VerdQnnungsmi ttel (n) . 
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Zusammenf as sung 



Die vorliegende Erfindung betrifft Epothilonderivate und 
deren Verwendung. 
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